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研究成果の概要（和文）：SEMでは、マイクロウエル内の均一な細胞塊形成および細胞外基質の産生が確認でき
た。リアルタイムPCRでは、軟骨誘導7日目の2×106および5×106cellsの検体においてペレット培養に比較して
ColIIの発現量が有意に高値を示した。多孔質ジルコニアマイクロウエル法での培養において、細胞数を増やす
ごとにColIIの発現量が多くみられたが、この原因として細胞数が少ない場合、細胞塊の大きさにばらつきが生
じ、分化効率に影響を及ぼしたことが考えられた。本研究では、ジルコニア担体を用いることで従来の方法に比
べてより硝子軟骨細胞に近い細胞塊を作製することが可能であった。

研究成果の概要（英文）：SEM confirmed the formation of uniform cell masses in the microwells and the
 production of extracellular matrix. In real-time PCR, the expression level of ColII was 
significantly higher in the 2×10 6 and 5×10 6 cells specimens on the 7th day of cartilage 
induction as compared with the pellet culture. In the culture with zirconia carrier, the expression 
level of ColII increased as the number of cells increased, but as the cause of this, when the number
 of cells was small, the size of the cell cluster varied and the differentiation efficiency was 
affected. Was thought. In this study, by using zirconia carrier, it was possible to prepare cell 
clusters that are closer to hyaline chondrocytes than conventional methods.

研究分野：再生医療
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研究成果の学術的意義や社会的意義
人を含めた動物における関節軟骨疾患は、疼痛と活動制限のためQOL（生活の質）低下などを引き起こす難治性
疾患である。関節軟骨は硝子軟骨より構築されており、その再生能が低いことが問題となっている。バイオマテ
リアル技術により硝子軟骨の再生を試みた結果、境界面（tide mark)が形成されず、周囲との連続性欠如が明ら
かとなった。本研究では、これらの問題点を克服するため、関節軟骨表層の保護膜として硝子軟骨細胞塊の作出
の技術を組み合わせることにより、関節軟骨疾患に有効な治療法の開発を目的とする。これにより荷重に耐えら
れる硝子軟骨の再生が可能となり、未だ実現していない関節軟骨疾患に対する治療法を確立する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
背景：サラブレッド種において、離断性骨軟骨症、軟骨下骨嚢胞および剥離骨折によって起こる
関節軟骨の損傷は、跛行およびプアパフォーマンスにつながる重要な疾患である。現在、関節軟
骨損傷に対する治療法として、主に関節鏡を用いた軟骨片除去および欠損部位のデブリドメン
トが行われているが、軟骨組織は再生能が乏しいため、関節本来の機能が回復しない場合もある。
近年、ヒト間葉系幹細胞を用いた 3 次元多孔質ジルコニアマイクロウエル細胞培養担体（ジル
コニア担体、CERAHIVETM）による軟骨様細胞塊の作製が報告された。ジルコニア担体は直径
500 &micro;m の U 字型細胞増殖空間を有し、多孔質構造により細胞塊の全方向からの培養液
供給が可能となっている。このため、均一な細胞塊を大量に作製でき、高い分化効率と再現性を
有するとされている。 
 
２．研究の目的 
硝子軟骨再生における細胞外マトリクスの産生能を高めるために、骨髄由来間葉系幹細胞（幹細
胞）より分化・培養する培養軟骨細胞と幹細胞とを混合して使用する。幹細胞より培養軟骨細胞
を樹立し、その生化学的特性（細胞外基質産生能）の解析を行い、一連の研究で使用する培養軟
骨細胞を分化誘導する技術を確立する。 
 
３．研究の方法 
サラブレッド種 5頭（平均 1.6 歳、375kg）の凍結間葉系幹細胞を用いた。接着培養を行いコン
フルエントにした後、8×105、2×106および 5×106 cells の幹細胞をそれぞれジルコニア担体
に接種した。4 日間培養を行い、ジルコニア担体に細胞塊を作製した後、軟骨誘導培地
（50&micro;g/ml アスコルビン酸 2-リン酸、100nM デキサメサゾン、1％ITS、1％ペニシリン/ス
トレプトマイシン）に交換し、7日間、14日間および 21 日間培養を行った（37℃、5％CO2）。走
査型電子顕微鏡（SEM）を用いて細胞塊および細胞外基質の様子を観察した。また、細胞塊を採
取した後、RNA の抽出および cDNA 合成を行い、リアルタイム PCR により硝子軟骨細胞特異的遺
伝子であるタイプⅡコラーゲン遺伝子（ColⅡ）の発現量（ColⅡ/GAPDH）を測定した。コントロ
ールとして、従来より行われているペレット培養法を用いて、比較検討を行った。 

図 1．多孔質ジルコニアマイクロウエルを用いた硝子軟骨細胞塊の作製方法 
 

 
 
 
 
 
 

図 2．多孔質ジルコニアマイクロウエル 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3．多孔質ジルコニアマイクロウエルでの３次元培養 
 
 
４．研究成果 
結果：SEMでは、マイクロウエル内の均一な細胞塊形成および細胞外基質の産生が確認できた。
リアルタイム PCRでは、軟骨誘導 7日目の 2×106および 5×106cellsの検体においてペレット
培養に比較して ColIIの発現量が有意に高値を示した。ジルコニア担体での培養において、細胞
数を増やすごとに ColIIの発現量が多くみられたが、この原因として細胞数が少ない場合、細胞
塊の大きさにばらつきが生じ、分化効率に影響を及ぼしたことが考えられた。本研究では、ジル



コニア担体を用いることで従来の方法に比べてより硝子軟骨細胞に近い細胞塊を作製すること
が可能であった。今後、ジルコニア担体を馬の離断性骨軟骨症の症例に対して応用していきたい。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4. マイクロウエル内の均一な細胞塊形成 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 5. リアルタイム PCR では、軟骨誘導 7日目の 2×106および 5×106cells の検体においてペレ
ット培養に比較して ColII の発現量が有意に高値を示した。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 6. ペレット培養に比較して軟骨誘導培養では、ColII の発現量が著明に観察された。 
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